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1 ABSTRAKT

Predmétem diplomové prace bylo posouzeni cytotoxicity vybranych xenobiotik
in vitro s vyuzitim vhodného buné¢ného modelu. Cilem bylo zjistit mozné
cytotoxické pusobeni potencidlnich antiinfekénich latek ze dvou chemickych
skupin. Prvni skupinu pfedstavuji zastupci nové syntetizovanych derivati
substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilt (ZIP-34, ZIP-128, ZIP-130 a ZIP-
136). Druhou skupinou jsou derivaty chitosanu s navazanymi
antituberkuloticky ucinnymi latkami (Chi-2-SP a Chi-7). Testované vzorky
byly dodany z Katedry organické a anorganické chemie a Katedry
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

Pro zjisténi cytotoxicity byla pouzita standardni kolorimetricka metoda
zalozené na hodnoceni metabolického stavu bun¢k. Jako experimentalni model
pro zkoumani jaterni toxicity byla vybrana standardni linie lidskych jaternich
bunék HepG2. Jako parametr pro posouzeni cytotoxicity testovanych latek byly
stanovovany hodnoty ICsq.

Hodnoty ICsy se podatilo urcit u vSech ¢ty latek ze skupiny ZIPa.
Nejvyssi toxicitu U jaternich bunék HepG2 vykazoval ZIP-128 a nejnizsi ZIP-
136. Celkové ale provedené testy prokazaly, ze hodnoty ICsy jsou velmi
podobné a ftadové se Vvdané skupiné¢ slouCenin podstatné neodliSuji.
Cytotoxicky u¢inek derivati chitosanu byl relativné nizky, hodnotu 1Csp U
testovaného derivatu chitosanu Chi-7 se dokonce nepodafilo jednoznaéné urdit,
nebot’ ve zkoumaném rozsahu koncentraci neprojevil signifikantni cytotoxicke

pusobeni. Tuto latku lze tedy pokladat za relativné netoxickou.



ABSTRACT

The subject of the work was to evaluate the in vitro cytotoxicity of selected
xenobiotics using a suitable cellular model. The aim was to determine a
possible cytotoxic effect of potential antiinfective compounds from two
different chemical groups. The first group includes representatives of the newly
synthesized derivatives of substituted pyrazin-2,3-dikarbonitril (ZIP-34, ZIP-
128, ZIP-130 a ZIP-136) and the second group is made of derevatives of
chitosan with bound antituberculotic active substances (Chi-2-SP and Chi-7).
The tested samples were supplied by the Department of Organic and Inorganic
Chemistry and Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Charles University in Prague.

To determine the cytotoxicity, a standard colorimetric method based on
an evaluation of the metabolic state of cells was used. As the experimental
model for assessment of hepatoxicity the standard human hepatic cell line
HepG2 was selected. As the parameter for assessment of cytotoxicity of the
tested compounds the values ICso were measured.

The values ICsy were identified for all substances from the group of
ZIPs. The highest toxicity was found for ZIP-128 and the lowest for ZIP-136.
But overall, the performed tests showed that the values ICs are very similar
and they do not differ substantially among compounds in this group. The
cytotoxic effect of chitosan derivatives was relatively low, the value 1Csq of the
tested derivative Chi-7 could even not be determined since it showed in the
examined concentration range no significant cytotoxic activity. This substance

thus can be considered to be relatively non-toxic.



2 ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni cytotoxického potencidlu
vybranych xenobiotik s vyuzitim vhodného bunécného modelu. Testovany
byly dvé skupiny latek — substituované derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrila a
derivaty chitosanu. Ukolem bylo také zpracovat teoretické informace z oblasti
bezprostiedné se tykajici hlavni problematiky fesené v této diplomové praci, a
tedy shrnout vyznam cytotoxicity, zpracovat piehled bunécnych linii
pouzivanych v testech cytotoxicity, osvétlit princip pouzité metody a

charakterizovat testované latky.



3 UVOD

Tématem této diplomové prace bylo zkoumani toxicity vybranych xenobiotik.
Testovany byly dvé skupiny nové syntetizovanych latek s potenciondlné
antimikrobidlnim uc¢inkem. Prvni skupinu pfedstavuji substituované derivaty
pyrazin-2,3-dikarbonitrilu, druhou zastupuji latky typu derivati chitosanu.

Od 70. let 20. stoleti byla intenzivné studovana role jednoduchych latek
odvozenych od pyrazinu v pfirod¢, predevSim v rostlinach ¢i hmyzu, kde
tékavé pyraziny plni ulohu atraktant®i, feromont ¢i signalnich latek. Synteticky
pfipravené pyraziny vykazuji rovnéz celou Skalu farmakologickych ucinku.
Rada z nich se pouziva jako dilezitd 1é¢iva. V soutasné dobé jsou derivaty
pyrazinu intenzivné studovdny pro jejich antiinfekéni (antibakteridlni,
antifungalni a antituberkulotické) ucinky, které byly dosud nejvice nalezeny
pravé ve skupiné derivatl pyrazin-2,3-dikarbonitrilu (Dolezal, 2006). Druha
testovana skupina latek je zastoupena derivaty chitosanu, jez jSOu v sou¢asnosti
studovany jako antituberkulotika s potenciondln€ niz§im toxickym ucinkem
(Vaviikova et al., 2011). U téchto obou skupin nové vyvinutych latek
predstavuje testovani cytotoxicity zakladni proceduru zahrnutou ve vyvoji
novych sloucenin pred jejich dalSim farmakologickym testovanim.

K posouzeni toxicity jednotlivych latek jsme vyuzili bunééného modelu
HepG2, ktery predstavuje standardni linii lidskych jaternich bunék. Jako
parametr toxického plisobeni byla pro kazdou testovanou latku stanovovana
hodnota ICsp. Tento zakladni toxikologicky parametr piedstavuje inhibi¢ni
koncentraci potfebnou ke sniZeni Zivotnosti bunék na 50% hodnoty maximalni
(kontrolni) zivotnosti. Pro testovani toxicity jsme pouzili standardnich metod a
pfed vlastnim testovanim byla provedena rozsdhla optimalizace stanoveni
cytotoxicity a z fady dostupnych testti jsme zvolili nejlépe proveditelny postup

maximalné odpovidajici pozadovanym ciltiim.



4 TEORETICKA CAST



4.1  Vyznam hodnoceni cytotoxicity

Posouzeni toxikologického rizika latek pro ¢loveéka se z etickych duvodi
omezujicich testovani na cClovéku opira o data ziskana z toxikologickych
experimentl na zvitratech, z neoficidlnich zprav o lidech ndhodné vystavenych
toxickému plisobeni chemikalii, z epidemiologickych studii exponovanych
skupin obyvatel a z klinickych hodnoceni 1éCiv a jejich post-marketingového
sledovani. Extrapolace udaju zjisténych u zvifat je vSak komplikovéna
vyraznymi mezidruhovymi rozdily v metabolismu cizorodych latek. Toto je
zvlaste dulezité u metabolismem zprostfedkované toxicity, kdy mezi clovékem
a nejcastéji pouzivanymi zvifecimi modely jsou rozdily v substratové specifité
a indukovatelnosti enzymii metabolizujicich xenobiotika, napf. izoenzymy
cytochromu P450 (CYP). Kromé rozdilad ve farmakokinetice (absorpce,
distribuce, metabolismus a exkrece), 1ze pozorovat také zna¢né mezidruhové
odli$nosti v distribuci a afinité receptorti.

In vitro studie spouzitim lidskych tkani umoznuji zhodnotit
toxikologické reakce na cizorodé latky v kontrolovanych experimentalnich
podminkach pted vlastni expozici ¢lovéka. Za predpokladu, ze in vitro model
byl potvrzen srovnanim s odpovédi in vivo, jsou in vitro studie s pouzitim
lidskych tkani pfinosné pro zajisténi mechanickych toxikologickych udaji,
hodnoceni relativniho rizika expozice chemickym latkdm a také
farmakologickych udaju pti vyvoji 1€kt (Hawksworth, 1994).

In vitro hodnoceni cytotoxicity se tedy stava stale efektivngjSim
ukazatelem toxického potencialu, ktery je nutno fesit K maximalizovani
pravdépodobnosti Uspésné progrese sloucenin béhem vyvoje. Vybér a
optimalizace slouCeniny vin vitro screeningovych kaskddach musi byt
zalozeny na jistoté, a to nejen co se tyce G¢innosti nebo biologické dostupnosti,

ale také bezpecnosti (O'Brien & Haskins, 2006; Dambach et al., 2005).
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4.2  Bunécné funkce hodnocené v testech cytotoxicity

K testovani cytotoxicity latek je v soucasnosti dostupna cela fada in vitro testa.
Obecné¢ je mizeme rozdélit na testy viability (ukazatelem toxicity latky je
pocet zivych bunék), testy cytotoxicity (indikatorem toxicity latky je pocet
mrtvych bunék) a na testy detekujici apoptéozu (ukazujici na mechanismus
smrti butiky) (Rehackova, 2010). V jednotlivych testech se detekuje viabilita
nebo toxicita bunék na zaklad¢ méteni jednoho ¢i vice indikatorti cytotoxicity,
mezi néz patii naptiklad ztrata integrity membrany nebo cytolyza, apoptoza,
ztrata kritickych makromolekul, antimetabolické nebo antiproliferativni u€inky

(Xu et al., 2004).

4.2.1 Ovlivnéni bunééného jadra a proliferace

Bunééna proliferace je zavisla na neporusené struktute a funkci vSech zivotné
dalezitych bunéénych procesi. Z toho divodu je ovlivnéna pii kazdém
toxickém pusobeni, i kdyz jen sekundarné. Krom¢ toho muize teréem ucinku
slouceniny byt jeden z mnoha procesti specifickych pro replikaci. Proliferace
poskytuje celkovy obrazek o cytotoxickych efektech. Pozoruji a zaznamenavaji
se charakteristické morfologické zmény, které nastdvaji Casn€ s bunécnou
smrti, véetné jaderné kondenzace, smrStovani a fragmentace. Opacny efekt
muze nastat s inhibitory bunééného cyklu, které zplsobuji zvétSeni jadra a
asynchronii jadra a cytoplazmy (O’Brien & Haskins, 2006; Slaughter et al.,
2002).

4.2.2 Ovlivnéni bunééné membrany a transportu

NejznaméjS$im a nejvice analyzovanym cytotoxickym ucinkem je naruseni
celistvosti bunétné membrany. To zpisobi eflux bunécného obsahu do
extracelularniho prostoru anebo influx extracelularnich barviv, které tak oznaci
bunééné slozky. Tyto ucinky jsou obvykle nespecifické a nastanou, pokud je
energetickd a iontovd homeostdza natolik porusena, Ze jiz nemlze byt
zachovdna funkénost membrany. Nicméné, mohou se objevit spise
v souvislosti se specifickymi interakcemi napiiklad s latkami perforujicimi
membranu, jako jsou detergenty a inhalacni anestetika, inhibitory vitalnich

funkci jako iontovy transport nebo signalova transdukce, a s inhibitory
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specifickych transportérii Skodlivych latek, jaké jsou ve Zlu¢ovych a renalnich
tubularnich buikéch. Je-1i toxicky u¢inek mirny, mize se naruseni bunécéné
membrany obejit bez znamek nekrozy. Napiiklad, hromadéni tukti a sacharida
vjaterni tkani pii glykogendze a steatdze muze mit za nasledek uvolnéni
bunéénych enzymii bez jakychkoliv zndmek nekroézy. V tomto piipadé jsou
plazmatickou membranou vytvofeny vezikuly uzavirajici cytoplazmu s enzymy
a jejich odstranéni probiha bez naruSeni integrity membrany. V piipadé
vaznéjSiho poskozeni dochazi k uvolnéni bunécného obsahu prasknutim burnky

(O’Brien & Haskins, 2006; O’Brien et al., 2006; Xu et al., 2004).

4.2.3 Ovlivnéni mitochondrii a energetické homeostazy

Tretim znamym a nejlépe prostudovanym mechanismem cytotoxicity je
pravdépodobné mitochondrialni toxicita. Mitochondrie jsou vSudypfitomné a
sekundarné zapojené prakticky do vSech bunéénych funkci. Také jsou cCasto
hlavnim ter¢em toxicity, vzhledem K jejich slozitosti a8 mnohym Kkritickym a
rozmanitym rolim Vv oblasti energetické a vapnikové homeostazy, biosyntézy,
oxidativniho stresu a apoptdzy. Mezi hlavni funkce mitochondrii, které mohou
byt ovlivnény, patii oxidativni fosforylace, P-oxidace mastnych kyselin,
Krebstiv cyklus, mitochondridlni membranovy transport, mitochondrialni
proliferace a oxidac¢ni stres. VéEtSina z téchto dysfunkci se manifestuje zménou
membranového potencidlu mitochondrii nebo snizenou oxidoreduktdzovou

aktivitou (O'Brien & Haskins, 2006; Fariss et al., 2005).

4.2.4 Reaktivni metabolity, oxidacni stres a zprostfedkovana imunita

Toxicita mnohych 1é¢iv spociva ve vyvolani oxidac¢niho stresu a to jednim
nebo vice z moznych mechanismil, mezi néZ patii tvorba reaktivnich forem
kysliku ¢i dusiku, vyCerpani glutationu nebo bioaktivace na elektrofilni
molekuly, které tvofi adukty s bunéénymi makromolekulami. Jelikoz oxida¢ni
stres je béznym procesem normalné zprostfedkujicim metabolickou aktivitu a
detoxifikaci xenobiotik, buiiky maji vyvinutou fadu slozitych obrannych
antioxidacnich systémi zahrnujicich mimo jiné cetné ochranné enzymy a

»vychytavace® volnych radikall. Tvorba reaktivnich metaboliti je spojena
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S imunitou zprosttedkovanym mechanismem toxicity a postihuje kazi, krevni

bunky a jatra (O'Brien & Haskins, 2006; Park et al., 2005).

4.2.,5 Lyzozomalni funkce a autofagie

Jednim z obecné nejznaméjSich toxickych ucinkl specificky spojovanych
s chemickou strukturou a primarné zahrnujici lysozomy, je fosfolipiddza.
K tomuto d&ji dochazi interakci amfifilnich kationickych latek s fosfolipidy,
takze jejich lyzozomalni katabolismus je potlaten a nasledné dochazi k jejich
nadmérnému hromadéni. Mezi latky vyvolavajici tento efekt se fadi naptiklad
antiarytmikum amiodaron, ktery u 10% pacientt s chronickou 1écbou vyvolava
vaznou pulmondlni toxicitu a poSkozeni jater.

Dalsim méné obecné povazovanym za primarni ucinek lyzozomd, ktery je
spojeny se strukturou 1é¢iv, je zminovana vakuolizace (Morissette et al., 2004;
O’Brien & Haskins, 2006). Je to jev, pfi némz organické baze vstupuji do
acidického prostiedi lyzozomu, kde ziskaji vlivem protonizace kladny naboj
znemoznujici jejich zpétnou difuzi. Dochazi tak k akumulaci 1éCiva a tim ke
zvySeni intravakuoldarni osmotické aktivity a nasledny influx vody zpusobi
bobtnani vedouci ke vzniku velké jasné vakuoly.

Lyzozomy jsou také sekundarné zapojeny do vztahu s jinymi cytotoxickymi
mechanismy. Jejich G¢innost a mnozstvi mohou vzrist pii apoptoze, kdy bunky
podléhaji programované smrti, vcetné¢ autofagie. Naopak obecné Spatny
zdravotni stav builky miZe jejich velikost a mnoZstvi snizit (O'Brien &

Haskins, 2006).

4.2.6 Systém regulace vapniku

Véapnik hraje nedilnou soucast nejen v regulaci bunéénych funkci jako je
sekrece, kontrakce, metabolismus a genova transkripce, ale také v apoptoze a
buné¢né smrti. Jestlize neni zachovan gradient ionizovaného kalcia mezi
extracelularnim a intracelularnim prostorem, vede to k nefunk¢nosti, aktivaci
degradacnich enzyml a ztrat€¢ buiky. Kromé toho, vapnik je dilezitym
preletalnim signdlem bunééného poskozeni z riznych pficin. PoruSeni kalcioveé

homeostazy mize byt zplisobeno piimou interakci nékterych 1é¢iv nebo jejich
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toxickych metabolitli s vapnikem fizenymi iontovymi kandly a pumpami

(O’Brien & Haskins, 2006; Waring, 2005).

4.3  Experimentalni modely pro testovani hepatotoxicity

Vzhledem k vyznamnosti jater jako organu hrajiciho klicovou roli v
metabolismu a toxicit¢ xenobiotik, pfedstavuji primarni kultivované
hepatocyty, jaterni fezy a mikrosomy vhodné in vitro modely pro studie
metabolismu 1é¢iv (Bradlaw, 1986). Srovnani dostupnych experimentalnich
modelt a jejich vyhod a nevyhod uvadi tabulka 1 (Gémez-Lechon et al., 2010).
Lidské hepatocyty jsou plné kompetentni metabolické buiiky. Zachovavaji si
organove specifickou expresi enzymi a jsou schopné generovat metabolicky
profil 1é¢iv podobny profilu nalezenému in vivo. Primarni hepatocyty jsou tak
povazovany za zlaty standard modeld pro metabolismus xenobiotik a studie
toxicity. Nicméné jejich uziti je siln€ limitovano nedostatkem vhodnych
lidskych vzorkt. Navic zavaznou komplikaci jejich vyuziti v bézném testovani
predstavuje zndma in vitro fenotypicka nestabilita hepatocytii a vysoka funkéni
variabilita preparati ziskanych od riznych darcti (Donato et al., 2008; Posonda
etal., 2001).

K piekonani téchto omezeni byly pro screening navrZzeny riazné
bunééné modely. Derivované lidské jaterni bunécné linie jsou vhodnymi
modely pro tyto tucely diky nékterym vyhoddm, jimiz vynikaji
oproti kultivovanym lidskym hepatocytim. VétSinou maji neomezenou
zivotnost, typicky je pro né neustaly rust a pomérné staly fenotyp. Bunécné
linie jsou snadno dostupné, podminky pro kultivaci jsou jednodussi nez pro
primarni hepatocyty a snadno standardizovatelné mezi laboratofemi. Navic si
nékteré hepatomy zachovavaji diferencovany dospély fenotyp. Tyto vlastnosti
¢ini jaterni bunécné linie potencidlné vhodnymi modely pro in vitro studium
hepatocelularnich funkci, stejn€ jako pro testovani hepatotoxicity. Pokud jde o
metabolismus xenobiotik, vétSina bunécnych linii se vyznacuje v porovnani
S normalnimi dospélymi jatry velmi omezenou biotransformacni aktivitou (t;.
exprese pouze né€kolika enzyml a v nizkych hladinach). Snizeny stupen

aktivity se objevuje zejména pro reakce cytochromu P450 podilejicich se na

14



oxidativnim metabolismu xenobiotik. Nizka funkcnost systému P450 je
pravdépodobné zptisobena snizenou expresi enzymi P450. Casto jsou buiikami
exprimovany enzymy nehepatalni (naptfiklad CYPIAl misto jaterniho
CYPI1A2). Jaterni bunécné linie exprimuji také konjugacni enzymy, jmenovité
glutation S-transferazu (GST) a UDP-glukuronyltransferazu (UGT) a
sulfotransferazy. Nicméné, pomérné cCasto nejsou produkované izoformy
enzymu shodné s t€émi nalezenymi v dosp€l¢ jaterni tkani (Donato et al., 2008).

Mezi nejrozsahleji pouzivané jaterni bunécné linie patii HepG2. Tyto
buiky vykazuji mnoho specifickych jaternich funkeci, expresi konjugacnich
enzymt, ale chybi funkéni exprese témet vSech relevantnich lidskych jaternich
P450. V dtsledku toho, piedstavuji velmi chudou alternativu primarnich
kultivovanych bunék. Aktivita a obsah bilkovin vétSiny enzyma P450 nejsou
detekovatelné konvenénimi metodami a pouze velmi citlivé techniky odhali a
kvantifikuji stupen transkripce genti. Vétsina izoforem P450 (tj. CYP2B6, 2C9,
3A4) studovanych v HepG2 prezentuje hodnoty o 2-3 tady niz§iho rozsahu nez
v hepatocytech (Donato et al., 2008).

HepaRG bunky predstavuji novou linii hepatomalnich bunék
odvozenou z lidského hepatocelularniho karcinomu. Vykazuji vlastnosti plné
diferencovaného hepatocytu. Pokud se nasadi v nizké hustoté, ziskaji se
protahlé morfologicky nediferencované bunky, aktivné se délici a po dosazeni
spojeni vytvofi hepatocytiim podobné kolonie obklopené bunikami podobnymi
zlu¢ovym epitelidlnim buitkam. Navic, na rozdil od jinych jaternich bunécnych
linii (véetné¢ HepG2), HepaRG buiky exprimuji nejen rizné P450 (CYP1A2,
2B6, 2C9, 2E1, 3A4), ale také nukledrni receptory CAR a pregnanovy receptor
(PXR) ve srovnatelnych hladinach jako u kultivovanych primarnich jaternich
hepatocyti. Tyto buiiky jsou schopny odpovidat také na selektivni induktory
enzymi cytochromu P450. HepaRG bunky by tak mohly predstavovat nahradu
primarnich lidskych hepatocytli pro metabolismus xenobiotik a toxicitni studie
(Donato et al., 2008; Aninat et al., 2006).

Farmaceutické spolecnosti stidle vice vyuzivaji bunéné linie
K urychleni selekce novych 1éCiv. Navic, vzhledem k omezené expresi

metaboliza¢nich enzymi u vétSiny jaternich bunéénych linii, jsou dale
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zkoumany alternativni piistupy pro ziskdni nesmrtelnych hepatocytt
nekarcinomového piavodu. Uspé$né imortalizace normélnich hepatocyti bylo
dosazeno za pouziti rGznych strategii zahrnujicich bunécnou transformaci
virovymi geny ¢i onkogeny, vytvofeni bunéénych linii z transgennich zvitat
exprimujicich virové transformacni geny, onkogeny nebo rastové faktory, nebo
ziskani hybridnich bun€k fuzi hepatocytli a imortalizovanych bunéénych linii

(Donato et al., 2008).

Tabulka 1. In vitro modely pro studie hepatotoxicity (upraveno dle Gomez-

Lechoén et al., 2010)

In vitro model

Vyhody

Limitace

Jaterni fezy

- zachovana struktura a enzymy

- bunécna heterogenita (vcetné
neparenchymalnich bun¢k)

- moznost histologického
vySetfeni

- funkéni hodnoceni (enzymy,
transportéry)

- zachovéna bipolarita

- omezena zivotnost a
funkce

- omezena dostupnost
(Cerstva lidska jatra)

- vysoka variabilita mezi
stanovenimi

- technicka naroc¢nost

- bez moznosti

hepatocytl kryoprezervace
Izolované - snadné dostupnost (moZznost - nizka zivotnost (2-4 h)
hepatocyty kryoprezervace) - neni mezibunécny
- snadna manipulace (pfiméfené | kontakt a interakce mezi
vysoka kapacita) bunikou a matrix
- studie Zivotnosti a funkei - zmény Ve fenotypu
(enzymy, transportéry) vyvolané narusenim
- mezidruhové studie tkané
- vysoka variabilita
(kvalita ptipravy)
Primérni - snadné pouziti - omezend dostupnost
kultivovane - studie Zivotnosti a funkci (lidska tkar)
hepatocyty - potencialni vyuziti pro - Casn¢ zmény Ve
dlouhodobé studie fenotypu

- detekce metabolismem
zprostiedkované hepatotoxicity

- ztrata schopnosti
metabolismu 1é¢iv
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- pfiméfena podobnost k in vivo
jaternimu fenotypu

- moznost 3-D kultur
(transportni studie)

- co-kultury s jinymi jaternimi
buitkami

- podobnost k morfologii in vivo
- mezibunécny kontakt a
interakce mezi bunikou a matrix
(dle kultiva¢nich podminek)

- mezidruhové studie

- potieba zlepseni
kryoprezervace

- variabilita mezi darci
(lidska jatra)

- vysoky vliv
kultiva¢nich podminek
(pteziti, funkce)

Odvozené
jaterni
bunééné linie

- neomezena Zivotnost
- snadné pouziti
- moznost genetické manipulace

(jediny enzym / transportni
studie)

- vysoka reprodukovatelnost

- chybéni / nizké exprese
klicovych jaternich
funketi

- omezeny / ¢asteCny
metabolismus 1é¢iv

- neni reprodukce in vivo
jaterniho fenotypu

Subcelularni
frakce (S-9,
mikrosomy,
mitochondrie)

- snadna dostupnost

- studie dysfunkce mitochondrii
/energetického metabolismu

- studie kovalentni vazby

- omezené pouziti ve
studiich toxicity

- nejsou zachovany
bunécéné struktury a
funkce

- extrapolace na bunky in
vivo?
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4.4  Principy pouzité metody stanoveni cytotoxicity

Pouzita metoda se fadi mezi stanoveni zalozena na metabolickém stavu buiiky.
Konkrétné byl pouzit test spocivajici ve stanoveni reduk¢ni kapacity bunky
S vyuzitim tetrazolovych barviv. Jednd se o kolorimetrickou metodu, jejimz
¢inidlem je sloucenina typu tetrazolinu MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium] ve formé inertni soli a
PES (fenazin ethosulfat). PES zvySuje chemickou stabilitu, coz umoziiuje
kombinace téchto dvou latek (MTS a PES) ve formé stabilniho roztoku.
Tetrazolova sloucenina MTS je uvniti buiikky redukovana na barevny produkt
formazan, ktery je rozpustny v bunééném médiu (obr. 1). Tato pfeména MTS
na formazan je patrné uskutecnéna prostiednictvim NADPH nebo NADH
dehydrogendz metabolicky aktivni buiiky. Mnozstvi barevného formazanu je
piimo tmérné poctu zivych bunck. Pokud klesd metabolickd aktivita bunky
v dtsledku jejiho poskozeni, snizuje se tak schopnost buiiky redukovat MTS, a
tim tvorba formazanu. Tento pokles mnozstvi formazanu v buiice se projevi

sniZenim hodnot jeho absorbance a odpovidé tak poklesu viability bunék.

vvvvv

OCH,COOH 503 OCH,COOH sog
/ N / N
N'N @ CHa N—N\/ CH,
CHS N_ZC H,
MTS - Formazan

Obr. 1. Redukce tetrazoliové soli MTS na formazan metabolicky aktivni

butikou (Rehackova, 2010)
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Reagens MTS je fotosenzitivni. Pokud je ¢inidlo vystaveno nékolik hodin
svétlu, mize dojit ke zméné jeho barvy, coz muize zplsobit mirné zvySeni
pozadi absorbance. Na vykonani testu by to ovsem nemélo mit velky vliv.
Zvysené pozadi absorbance mtize byt nasledkem interakce mezi tetrazolovou
slouceninou MTS a testovanou latkou. Napfi. kyselina askorbova, glutathion,
koenzym A jsou schopny redukovat tetrazoliovou stil MTS na formazan a tim
zpusobuji zvySené pozadi absorbance. Specifické chemické interakce
testovanych latek Ize potvrdit méfenim absorbance kontrol testovanych latek
s ¢inidlem bez bunék. V malé mife mize byt spontdnni neenzymatickéa redukce
tetrazoliové soli zplisobena bunéénym médiem pii inkubaci s ¢inidlem
Vv zavislosti na pH bunécného média, na typu séra a dob€ expozice svétlem.
Zvysené pH bunééného média nebo delsi vystaveni pfimému svétlu muize
spontannost reakce urychlit. ZvySené pozadi 1ze korigovat pomoci namétenych
hodnot absorbance kontrol bunééného média bez bunck.

Doporucend doba inkubace s ¢inidlem je 1-4 hod., po které nasleduje
zméteni absorbance pti 490 nm. V piipadé, ze potiebujeme zméfit absorbanci
pozdéji, 1ze probihajici reakci zastavit 10 % SDS. Desticky s SDS chranéné
pred svétlem je mozné skladovat az 18 h pii pokojové teplotd (Rehackova,
2010).
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45  Testované latky

45.1 Derivaty 5,6-substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrila

Derivaty  5,6-substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilt  (obr. 2) jsou
pouzivany jako prekurzory pro pfipravu pyrazinoporfyrazinti. Ale soucasné
jsou derivaty pyrazinu intenzivné studovany pro jejich antiinfek¢ni
(antibakterialni, antifungalni a antituberkulotické) Gcinky.

Tyto derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu byly dosud testovany na in
vitro aktivitu vi¢i 8 kmeniim hub a mykobakteriim. Provedené testy ukazaly
vztah mezi strukturou a in vitro aktivitou, kde byly ucinné pouze
alkylaminoderivaty, a to jen na G+ bakterie a mykobakterie. Né&které
alkyloxyderivaty a alkylsulfanylderivaty vykazaly aktivitu pouze proti
mykobakteriim. Inhibi¢ni aktivity testovanych sloucenin byly porovnany
S inhibi¢nimi aktivitami pouZivanych antiinfekénich latek (Kopecky et al.,
2010).

Skupina vSech Ctyf testovanych latek byla dodana z Katedry
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

Testované vzorky s oznaCenim ZIP-34, ZIP-128, ZIP-130 a ZIP-136 se
vyznaCuji Spatnou rozpustnosti ve vodé a dobrou v DMSO a navzijem
podobnou molekulovou hmotnosti pohybujici se v rozmezi hodnot 270 az 350.
Piesnd chemickd struktura téchto latek je zatim nevefejnd z divodu

probihajiciho patentového fizeni.

NCINIX_3|WI X: -NH-
O
NC” N7 X —alkyl -S-

Obr. 2. Obecna struktura testovanych slouc¢enin (Kopecky et al., 2010)

4.5.2 Latky ze skupiny chitosanii
Chitosan je znamy jako biologicky aktivni, biokompatibilni, biodegradabilni

polymer s nizkou toxicitou a mnohymi zajimavymi vlastnostmi. Mezi né patii
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napiiklad antimikrobidlni, antioxidacni, antikoagula¢ni a mukoadhezivni
aktivita. Jedna se o pfirodni linearni polysacharid odvozeny od chitinu, po
celuloze druhého nejrozsitenéjsiho polysacharidu vyskytujiciho se mimo jiné v
fad¢ télnich schranek bezobratlych (vnéjsi kostra, krusty, kutikula) a bunécné
sténé hub. Pro své vyjimecné vlastnosti je chitosan rozsahle vyuzivan v oblasti
farmacie, kosmetiky, biomediciny, potravinarstvi, zeméd¢€lstvi a biotechnologie
(Vaviikova et al., 2011; Aranaz et al., 2010; Zeng et al., 2008).

Chemicka struktura chitosanu je slozena z variabilniho mnozstvi D-
glukosaminovych a N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek spojenych [(-1,4-
glykosidickou vazbou (obr. 3). U komeréné ptipravovaného chitosanu dosahuje
stupen acetylace obvykle rozmezi 60 az 100% a ma vliv na rozpustnost, index
bobtnani, hojeni ran a antimikrobidlni vlastnosti. Lze ho pouzit jako polymerni
1é¢ivo s vlastni farmakologickou aktivitou, ackoliv samotna monomerni
jednotka je biologicky neaktivni. Pfedné se ale vyuziva jako nosi¢ 1é¢iva pro
rizné systémy podavani 1éCiv se Sirokou Skdlou terapeutickych aplikaci

(Vavtikova et al., 2011).

OH
o o NH, o
o s}
K}
OH] NH O
OK OH

Obr. 3. Chemicka struktura chitosanu (Aranaz et al., 2010)

Jedna molekula chitosanu mé& tif1 reaktivni centra: primdrni
aminoskupinu a primarni a sekundarni hydroxylovou skupinu (VinSovad &
Vavtikova, 2008). Chemickou modifikaci lze zlepsit rozpustnost chitosanu ve
vodé a usnadnit navazovani 1é¢iv. Pro zavedeni karboxylové skupiny je velmi
vhodna  O-karboxymetylace nebo  N-sukcinylace. Rozpustnost O-
karboxymetylovaného chitosanu (OCMC) zavisi na reakénich podminkach
karboxymetylace, zvlast¢ na teplot¢ a na poméru vody a propan-2-olu

pouzitych jako reakcéniho rozpoustédla (Vaviikova et al, 2011). N-
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sukcinylovany chitosan (NSCS) je dobfe znamy jako nosi¢ 1éCiva
s dlouhodobou cirkulaci v téle. Pfedni vyuziti N-sukcinylovaného chitosanu
spociva v terapii nadoru (Kato et al., 2000; Kato et al., 2004).

Uziti proléCiv vytvofenych navazanim terapeuticky uc¢inné molekuly
biodegradabilni vazbou na modifikovany polymer (napi. NSCS ¢i OCMC) se
zameétuje na a) zlepSeni pohybu 1é¢iva v téle zménou rozpustnosti a velikosti
molekuly, b) udrzeni odpovidajici koncentrace prostiednictvim pomalého
uvoliovani 1éku, ¢) mistné specificky transport k cilovym buitkam, d) podporu
inkorporace 1é¢iva do bunék prostfednictvim endocytozy, e) hybridizaci nebo
synergismus dvou typa 1éCiv nebo 1é¢iva s bioaktivnim polymernim nosic¢em.
Struktura makromolekularnich konjugati 1é¢iva musi byt v souladu
s fyzikalnimi vlastnostmi konjugétu a biochemickymi vlastnostmi polymerniho
nosi¢e. Makromolekularni nosice diky jejich velikosti, elektrickému naboji,
hydrofilné-lipofilni bilanci a specifické transmembranové kapacit¢ mohou
zménit farmakologickou a imunologickou aktivitu 1é¢iv a jejich dostupnost

(VinSova & Vaviikova, 2008).

Chi-2-SP a Chi-7

Ob¢ testované latky byly dodéany z Katedry organické a anorganické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

Tyto latky jsou makromolekularnimi konjugaty chitosanu s antituberkuloticky
ucinnymi slouceninami. Konkrétné se jedna o izoniazid a pyrazinamid, které
jsou v soucasnosti pouzivany v terapii tuberkuldézy a vykazuji potencialné
hepatotoxicky efekt. K jejich metabolizaci a detoxifikaci dochédzi v jatrech a
vzniklé toxické metabolity plsobi léky indukovanou hepatotoxicitu.
Hepatotoxicita mize byt smrtelnd, jestlize neni rozpoznana v ¢asné fazi, v niz
by méla byt terapie pferusena. Rozvoj Iéky navozené hepatotoxicity zavisi na
hlavnich rizikovych faktorech, jako jsou vé€k, pohlavi, etnickd skupina,
acetylacni fenotyp a HIV infekce (Sharma, 2004). Hydrazin, metabolit
izoniazidu zplsobuje signifikantni tvorbu endogenniho peroxidu iniciujiciho
proces tvorby volnych radikall, coz vede k poskozeni lyzozoml a rozvoji

zanétu. Pfi pouziti kombinace 1é¢iv muize dojit k synergii hepatotoxickych
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ucinka (Tostmann et al., 2004; Yue et al., 2009). Soucasné podani chitosanu
s antituberkulotikem, testované u potkanli, mélo tendenci zabranit vzniku
indukované hepatotoxicity. Hepatoprotektivni uc¢inek chitosanu spociva
pravdépodobné v jeho plsobeni proti volnym radikaltim vlastni antioxida¢ni
aktivitou a/nebo ve schopnosti inhibovat akumulaci lipidi diky jeho
antilipidemickym vlastnostem (Santhosh et al., 2007; Vaviikova et al., 2011).
Chi-2-SP

Ve vod¢ rozpustny konjugat chitosanu pfipraveny napojenim izoniazidu pies
O-karboxymetylovy mistek s naslednou fosforylaci (obr. 4 (3a)). Zjisténa
molekulova hmotnost Chi-2-SP je 14394 Da a stupen substituce ¢ini 0,89%.
Chi-7

Ve vodé rozpustny konjugat chitosanu pfipraveny napojenim pyrazinamidu
pies O-karboxymetylovy mustek s naslednou fosforylaci (obr. 4 (3b)). Zjisténa
molekulova hmotnost Chi-7 je 12600 Da a stupen substituce ¢ini 1,32%.
Stupent deacetylace samotnych chitosanii pouZitych pro tvorbu konjugatd

odpovidal 20% (Vavtikova et al., 2011).
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Obr. 4. Schéma konjugace OCMC a antituberkulotického 1é¢iva; (1) OCMC,
(2) konjugat OCMC s lé¢ivem, (3) fosforylovany konjugat s (3a) izoniazidem a
(3b) pyrazinamidem (Vaviikova et al., 2011).
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5 EXPERIMENTALNI CAST
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5.1

5.1.1

5.12

5.1.3

Material

Pouzity bunécény model

Méfeni bunécné toxicity testovanych latek bylo provedeno na bunécné
linii lidskych jaternich bunek HepG2 (pasaz 24-28) (Health Protection
Agency Culture Collections - ECACC, Salisbury, UK)

Pristroje a zarizeni

Laminarni box: Micrological safety cabinet TOP — SAVE 1,8 (Bioair
instruments s.r.1., Italie)

Inkubator (Shel Lab, USA, dodavatel Biotech, Praha)

Destickovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Rakousko)

Laboratorni tfepacka KS — 15 Control, Buhler, s inkuba¢nim nastavcem
TH 15 (Johanna Otto GmbH, Hechigen, SRN)

Vahy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn GmbH, SRN)

Vodni lazen, TW 12 water bath (Julabo, SRN)

Mikroskop OPTIKA Mircoscopes, XDS-1R (OPTIKA Mircoscopes,
Italie)

Dalsi pouzity material

Automatické pipety Discovery autoclavable (100 - 1000 pl, 10 - 100 pl,
5 - 50 pl) (Hight tech lab, Polsko)

Sterilni, nepyrogenni sklenéné pipety (25 ml, 10 ml, 5ml) (TPP,
Svycarsko)

Pipetnik SWIFTPET (HTL, Polsko)

96-ti jamkové mikrotitratni desticky (NUNC, dodavatel Schoeller,
Praha)

Kultivaéni lahve 75 cm? (TPP, dodavatel Biotech, Praha)

Pouzity kit

CellTiter 96(R) AQueous One Solution Assay (Promega G3580,
dodavatel East Port, Praha)
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5.1.4

5.15

Chemikalie

Kultivaéni médium pro jaterni buitky HepG2:

Minimum Essentials Eagle Medium (Sigma-Aldrich), s 1% glutaminu
(SIGMA-ALDRICH), 10% fetalniho séra (PAA, dodavatel Biotech,
Praha) a 1% neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich)

DMSO (dimethyl sulfoxide for molecular biology >99,9%) (Sigma-
Aldrich)

Trypsin (0,25% , Trypsin-EDTA Solution) (Sigma-Aldrich)

Fosfatovy pufr (PBS-phosphate buffered saline; pH=7,4) (NaCl, KClI,
Na;HPO,4, NaH,PO,)

Testované latky

5,6-substituavané derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu

Latky byly dodany z Katedry farmaceutické chemie a kontroly 1éciv,

Farmaceutické fakulty v HK, Univerzity Karlovy v Praze.

ZIP-34

Z1P-128
Z1P-130
Z1P-136

Derivaty chitosanu

Latky byly dodany z Katedry anorganické a organické chemie, Farmaceutické

fakulty v HK, Univerzity Karlovy v Praze.

Chi-2-SP (O-karboxymetylovany chitosan spojeny s izoniazidem)

Chi-7 (O-karboxymetylovany chitosan spojeny s pyrazinamidem)
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5.2 Metoda

Stanoveni cytotoxicity pomoci metody CellTiter 96® AQueous One Solution

Cell Proliferation Assay.

Za pouziti metody CellTiter 96 jsme na zvolené bunééné linii lidskych
jaternich bunék HepG2 (pasaz 23-26) testovali cytotoxicity latek ze dvou
skupin xenobiotik, kazdou V Sirokém rozmezi koncentraci. Jednalo se o
koncentrace zvolené tak, aby bylo mozné stanovit ucinné koncentrace a
ptislusné toxikologické parametry. Voditkem byly mikrobiologicky u¢inné
koncentrace pro jednotlivé latky odvozené z vysledka, které poskytla Katedra
biologickych a lékafskych véd, Farmaceutické fakulty v HK, Univerzity
Karlovy v Praze.

Postup:

1. Nasazeni bunék na testovaci desticku

Nejdiive jsme zpasazovali adherentni buiiky. Po odsati ptivodniho media,
oplachnuti roztokem PBS a pfidani trypsinu jsme pod mikroskopem
zkontrolovali, zda doSlo k rozvolnéni shluki bun€k a oddéleni ode dna
pasdzovaci misky. Nésledn¢ jsme ptidali bunééné medium, abychom inhibovali
funkci pritomného trypsinu. Pomoci Biirkerovy komurky jsme spocitali bunky
a natedili je bunéénym médiem, tak aby vysledné koncentrace byly 10 000
bun¢k/100pul pro testovani derivatd pyrazin-2,3-dikarbonitrilu a 10 000
bunek/50ul pro derivaty chitosant. Tyto koncentrace se na zaklad¢ vysledka
pokusli jevily pro experiment jako nejvhodngjsi. Do 96-ti jamkoveé
mikrotitraéni desticky jsme pipetovali suspenzi bunék v mnozstvi 100ul, piip.
50ul/jamku dle testované latky. Buiiky jsme nechali po dobu 4-5h inkubovat
pti 37°C a 5 % CO; v inkubétoru.

2. Ptiprava roztoku testovanych latek

Testované vzorky ze skupiny ZIPu se vyznacuji Spatnou rozpustnosti ve
vodg, proto byl pro ptipravu roztoki pouzit DMSO. Tato latka je jiz v relativné
nizkych koncentracich pro bunky toxickd. Pro zjisténi optiméalniho mnoZstvi

pfidaného DMSO jsme provedli experiment, kdy jsme k bunécné suspenzi
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ptidali DMSO v 6 rtiznych inkubacnich koncentracich. Na zaklad¢ vysledki
tohoto pokusu uvedenych v tabulce 2 a na obrazku 5, jsme pftipravili zasobni
roztoky testovanych ZIPu tak, aby vysledna koncentrace DMSO po ptidani
vzorkd K bunééné suspenzi byla nejvyse 1 %. Kazdou latku jsme testovali v 6
az 12 riznych koncentracich, které jsme upravovali na zaklad¢ vysledki testi.
Rozmezi inkubaénich koncentraci testovanych latek je uvedeno v tabulce 3.

Roztoky derivatl chitosanii jsme pfipravili rozpusténim jednotlivych navazek
Vv bunééném médiu bez séra. Zasobni koncentrace nachystanych roztokl byla,
jak ukazuje tabulka 4, dvakrat vyssi nez potfebna koncentrace inkubac¢ni, nebot’
po pridani do testovaci desticky se koncentrace pfipravenych roztokd natedila

bunéénym médiem s buiikami pravé dvakrat.

Tabulka 2. Pisobeni DMSO na HEP-G2 bunky

DMSO (ul) | inkubacni kone. (%) | zivotnost (%)
0,312 0,31 80,12
0,625 0,62 90,21
1,25 1,23 65,38

2,5 2,44 50,35
5 4,76 4,81
10 9,10 0
120+
S
-
)
o}
s
o
=
N

konc (%)

Obrazek 5. Pasobeni DMSO na HepG2 buiky
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Tabulka 3. Rozmezi inkubacnich koncentraci testovanych ZIPa

latka | Mr (g/mol) | testované rozmezi inkubacnich koncentraci (uM)
ZIP-34 272,36 0,125-8
ZIP-128 | 356,52 0,1-100
ZIP-130 | 328,46 0,125 - 32
ZIP-136 | 300,41 0,125 -80

Tabulka 4. Ptiprava roztoka derivati chitosanti o riznych koncentracich

Chi-2-SP Chi-7
Zasobni konc. | Inkubac¢ni konc. | Zasobni konc. | Inkubacni konc.
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
1 0,5 1 0,5
2 1 2 1
3 1,5 3 1,5
4 2 4 2
5 2,5 5 2,5
6 3 6 3

K buitkkdm jsme do jamek mikrotitraéni desticky pipetovali vSechny vzorky
v triplikatech pro kazdou koncentraci. Ke koncentraci bun¢k 10 000/50 pl jsme
ptidavali 50 pl roztoku testovanych latek a ke koncentraci 10 000 bun¢k/100 pl
takové mnozstvi roztoki, aby byla splnéna vySe uvedena podminka obsahu
DMSO.

Soucasné jsme pripravili kontroly testovanych latek s bunéénym médiem bez
bunék pro vSechny koncentrace. Dal$i z provedenych kontrol byly kontrola pro
stanoveni 100% Zivotnosti, kontrola pro stanoveni nulové Zivotnosti (100%
toxicita pusobenim 10% DMSO) a kontrola pozadi inkuba¢niho média a

DMSO. Vsechny kontroly byly opét pripraveny v triplikatech.

3. Inkubace bunék s testovanymi latkami
Ptipravené vzorky S testovanymi slouceninami a kontrolni vzorky byly

inkubovany po dobu 24 h pti 37°C v atmosféie s 5 % CO,.
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4. Ptidéani reakéniho Cinidla

Po uplynuti inkubacni doby jsme do jamek s buiikami a testovanou latkou
pridali 20 pupl reagens z pouzitého kitu. Mnozstvi bylo zvoleno dle
doporu¢eného poméru objemu cinidla k objemu bunééného média 1:5.
Nasledovala inkubace vzorki s reakénim ¢inidlem pii 37°C v atmosféte s 5 %

CO; po dobu 2 h.

5. Odecteni hodnot absorbance
Pomoci destickového analyzatoru byly naméfeny hodnoty absorbance pfi

vlnové délce 490 nm.

5.2.1 Vyhodnoceni namérenych dat
Odectené vysledky jsme statisticky zpracovali v programech Microsoft Excel
2007 a GraphPad Prism 5.02.

V programu Microsoft Excel jsme zprimérovali naméfené hodnoty
absorbance triplikatl testované latky a vypocitali smérodatnou odchylku téchto
hodnot. Po vypocteni priméria triplikatt také u kontrol testované latky (s
médiem bez bunck) jsme tuto hodnotu odecetli od stanoveného priméru
absorbance testované latky. Vyslednou hodnotu jsme snizili o zprimérované
hodnoty kontroly pro nulovou Zivotnost a od vysledku jesté¢ odecetli kontroly
pro 100% Zivotnost snizenou o hodnotu kontroly pro nulovou Zivotnost.
Zpracované vysledky jsme pouzili v programu GraphPad Prism 5.02
K vytvofeni grafii zavislosti zivotnosti bunék na stoupajici koncentraci
testovanych latek a ke stanoveni jejich ICso S vyuzitim metody nelinearni

regrese.

5.2.2 Mikroskopické zobrazeni cytotoxického ucinku

Pro ovéfeni cytotoxického ucinku byly vybrané preparaty bun€k po inkubaci
s testovanou latkou podrobeny mikroskopickému vysetfeni pomoci svételné
mikroskopie. Hodnoceni morfologického stavu bunééného preparatu bylo
provedeno u latky ZIP-34 a byly fotograficky zdokumentovany zmény

v zavislosti na zvySujici se inkubacni koncentraci latky. Fotograficka
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dokumentace byla provadéna za spoluprace s Mgr. J. Mandikovou, Katedra

farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, UK.

53  Vysledky

5.3.1 Stanoveni cytotoxicity derivati substituovanych pyrazin-2,3-
dikarbonitrili

Tabulky 5-8 uvadéji Zivotnosti bunék HepG2 zjisténé po 24 hod inkubace
s vybranymi koncentracemi latek ZIP-34, ZIP-128, ZIP-130 a ZIP-136, které
byly nalezeny s pouzitim metody CellTiter 96. Obrazky 6-9 vyjadiuji zavislost
zivotnostt bunék v % na koncentraci testované latky v uM
v semilogaritmickém vyjadieni.

Tabulka 9 a obr. 10 uvad¢ji porovnani cytotoxického ucinku testovanych latek
na jaterni lidské bunky HepG2 s vyuzitim metody CellTiter 96. Pro vyjadieni
toxicity byl pouZit standardni parametr 1Cso odecteny ze zavislostnich grafi.
Nejvyssi toxicitu z testovanych latek vykazoval ZIP-128 a nejméné toxicky
pusobil ZIP-136.

Zmény potvrzujici cytotoxické ucinky nalezené pti mikroskopickém vysetieni
preparata bun€k po 24 hod plsobeni vybrané testované latky ZIP-34 jsou

dokumentovany na obrazcich 11-13.
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Tabulka 5. Zivotnost bunék vzhledem ke koncentraci testované latky ZIP-34

ZIP-34
Koncentrace (uM) | Log konc. (uM) | Zivotnost (%)
0,125 -0,9 93,7
0,250 -0,6 76,4
0,5 -0.3 37,2
1 0 57,2
2 0,3 37,6
4 0,6 -12,4
120 IC
=0,739 uM
1004 50 =V, (99
< 801
k) 60 I
2
-§ 40‘ I
N 207
0
-20 . T T | l
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log konc (M)

Obr. 6. Zavislost Zivotnosti bun¢k na koncentraci testované latky ZIP-34
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Tabulka 6. Zivotnost bunék vzhledem ke koncentraci testované latky ZIP-128

ZIP-128
Koncentrace (uM) | Log konc. (uM) | Zivotnost (%)

0,125 -0,9 52,9
0,250 -0,6 31,7

0,5 -0.3 45,1

1 0 34,7

2 0,3 4,2
4 0,6 -10,1

|C50 = 0,245 IJM

tnost (%)

Zivo

v

1 T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log konc (pM)

Obr. 7. Zavislost zivotnosti bunék na koncentraci testované latky ZIP-128
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Tabulka 7. Zivotnost bunék vzhledem ke koncentraci testované latky ZIP-130

ZIP-130
Koncentrace (uM) | Log konc. (uM) | Zivotnost (%)
0,125 -0,9 88,4
0,250 -0,6 82,4
0,5 -0.3 35,7
1 0 10,6
2 0,3 -7,2
4 0,6 -14,0
120 IC
=0,378 M
< 801
k7 60-
o
S 407
S
N 20
N ¥
0_
-20 T | | | |
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log konc (M)

Obr. 8. Zavislost zivotnosti bunék na koncentraci testované latky ZIP-130
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Tabulka 8. Zivotnost bunék vzhledem ke koncentraci testované latky ZIP-136

ZI1P-136
Koncentrace (uM) | Log konc. (uM) | Zivotnost (%)
0,125 -0,9 107,4
0,250 -0,6 78,3
0,5 -0.3 93,8
1 0 39,9
2 0,3 -2,5
4 0,6 -17,2
120
100-® 3 |C50 =0,905 MM
< 80 o
k7] 60-
O e N
S 40
S
N 207
0_
'20 T I | | 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
log konc (M)

Obr. 9. Zavislost zivotnosti bunék na koncentraci testované latky ZIP-136

35




Tabulka 9. Hodnoty 1Csg testovanych latek ze skupiny ZIPG u HepG2 bunék

Testovana latka 1Cs0 (uM)
ZIP-34 0,739
Z1P-128 0,245
ZIP-130 0,378
ZIP-136 0,905

Hodnoty IC, testovanych ZIP

1
0,9
0,8
0,7
0,6
ICso (M) 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 — —
ZIP-128 ZIP-130 ZIP-34 ZIP-136

Obr. 10. Porovnani hodnot ICsg testovanych latek ze skupiny ZIPG u HepG2

bunék
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Obr. 11. Mikroskopicky obraz preparatu HepG2 bunék po 24 hod inkubace
v 0,125 uM roztoku ZIP-34

Obr. 12. Mikroskopicky obraz preparatu HepG2 bunék po 24 hod inkubace
v 0,5 uM roztoku ZIP-34
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Obr. 13. Mikroskopicky obraz preparatu HepG2 bunck po 24 hod inkubace
VvV 4uM roztoku ZIP-34

5.3.2 Stanoveni cytotoxicity derivati chitosani

Tabulky 10 a 11 uvadgéji zjisténé zivotnosti bunék HepG2 po 24 hod inkubace
s vybranymi koncentracemi latek Chi-2-SP a Chi-7 nalezené s pouzitim
metody CellTiter96. Pro vyjadfeni toxicity byly opét pouzity hodnoty ICsg
odectené ze zavislostnich grafii vytvofenych pomoci programu GraphPad
Prism 5.02. U latky Chi-7 se tento zakladni cytotoxicky parametr nepodafilo
stanovit a jedna se tedy o odhad, nebot’ pribéh toxicitni kiivky nedovoloval
validni vypocet ICsy.

V tabulce 12 jsou porovnany vysledné hodnoty ICsy testovanych chitosant.
Obrazky 14 a 15 vyjadiuji zavislost Zivotnosti bunék v % na koncentraci

testované latky v mg/ml v semilogaritmickém vyjadieni.
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Tabulka 10. Zivotnost bunék vzhledem ke koncentraci testované latky Chi-2-
SP

Chi-2-SP
Koncentrace (mg/ml) | Log konc. (mg/ml) | Zivotnost (%)
0,5 -0,3 83,5
1 0 88,8
15 0,2 76,4
2 0,3 71,9
2,5 0,4 -7,0
3 0,5 -5,8

1Cs0 = 2,087 mg/ml

tnost (%)

Zivo

v

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
log konc (mg/ml)

Obr. 14. Zavislost zivotnosti bunék na koncentraci testované latky Chi-2-SP
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Tabulka 11. Zivotnost bunék vzhledem ke koncentraci testované latky Chi-7

Chi-7
Koncentrace (mg/ml) | Log konc. (mg/ml) | Zivotnost (%)
0,5 -0,3 68,9
1 0 91,0
15 0,2 77,4
2 0,3 70,8
2,5 0,4 73,5

|Cs0 >3 mg/ml

tnost (%)
]

Zivo
H
o

v

T 1

T I
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
log konc (mg/ml)

Obr. 15. Zavislost zivotnosti bun¢k na koncentraci testované latky Chi-7

Tabulka 12. Hodnoty ICsp testovanych chitosanti za pouziti metody CellTiter
96 u HepG2 bunck

Testovana latka 1Cs (mg/mil)
Chi-2-SP 2,087
Chi-7 >3
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6 DISKUSE
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Prvni skupinou testovanych vyvojovych latek byly derivaty 5,6-
substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrili v soucasnosti intenzivné studované
pro jejich antibakterialni, antituberkulotickou a antifungalni aktivitu (Kopecky
et al., 2010). K posouzeni toxicity téchto latek byl vybran komeréné dostupny
test toxicity CellTiter 96 AQueosus One Solution Cell Proliferation Assay
(zkraceng CellTiter 96). Jedna se o méteni redukce tetrazolového barviva MTS
na formazan, ktery je nasledn¢ kolorimetricky stanovovan. Pii tomto stanoveni
je sledovan metabolicky stav zZivych bunék. Jako bunécny model, na kterém
byla zkoumana cytotoxicita latek, byla zdostupnych modeld vybrana
standardni bunécna linie lidskych jaternich bun¢k HepG2.

Jako méfitko cytotoxicity byl stanoven parametr 1Csy prezentujici
inhibi¢ni koncentraci, kterd je nutna ke snizeni bunécné populace praveé na 50%
hodnoty maximalni (kontrolni) zivotnosti a umoznuje tak potiebnou
kvantifikaci k porovnani u¢inku mezi jednotlivymi testovanymi latkami.
Abychom mohli hodnoty ICs stanovit, museli jsme latky testovat v Sirokém
rozmezi koncentraci a optimalizovat metodiku testu. Optimalni se ukézala
koncentrace 10 000 bun¢k ve 100 pl bunééného média oproti zkousené vyssi
koncentraci 10 000 bun€k v 50 ul bunétného média. Lepsich vysledkd bylo
dosazeno pii prodlouzeni inkubaéni doby s ¢inidlem z 1h na 2h. Prodlouzenim
inkubaéni doby v uréitém rozmezi lze dosahnout zvyseni citlivosti metody.

Stanoveni cytotoxicity komplikovala Spatnd rozpustnost testovanych
latek ve vodé. Pro pfipravu roztoki latek ze skupiny ZIPd jsme proto pouZzili
DMSO a ve velmi malych objemech tyto roztoky pfidali k bunkam tak, aby
bylo dosazeno pozadovanych inkubacénich koncentraci. Pfi dodrzeni pravidla,
ze koncentrace DMSO v inkubaéni smési neptfesahuje 1%, nemd toto
rozpoustédlo toxicky vliv na pouzity bunéény preparat. Stabilitu roztoku a stav
bun€k jsme kontrolovali pod mikroskopem a po dokonceni inkubace byla
provedena fotodokumentace vybraného vzorku.

Hodnoty ICsg se podafilo za pomoci testu CellTiter 96 stanovit u vSech
Ctyf testovanych ZIPG jejich odectenim ze zavislostnich grafti vytvofenych
programem GraphPad Prism 5.02. Toxické pusobeni vybraného preparatu

testované latky ZIP-34 po 24 hod inkubace potvrzuji snimky pofizené
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svételnou mikroskopii a odpovidaji tak hodnotam namétenym v experimentu.
Poradi toxicity testovanych latek lze vyjadfit nasledujici posloupnosti od
nejvice cytotoxické po nejméné cytotoxickou latku: ZIP-128 > ZIP-130 > ZIP-
34 > ZIP-136. Celkov¢ ale provedené testy jasn¢ a konzistentné prokazaly, ze
hodnoty ICsp zkoumanych latek jsou podobné a fadové se vzajemné neodlisuji.

Vzhledem k 5-10% vyskytu 1éky indukované hepatotoxicity u dnes
pouzivanych antituberkuloticky u¢innych 1é¢iv, jsou snahy o vyvoj novych
nosi¢li pro tato léCiva s cilem ziskat proléfivo s nizSim hepatotoxickym
potencidlem, nez vykazuji samotna antituberkulotickd individua. Takové
prekurzory predstavuje druhd skupina testovanych latek, jez vznikly navazanim
1é¢iv izoniazidu a pyrazinamidu na modifikovany polymerni nosi¢ chitosan
(Vavtikova et al., 2011).

Zkoumali jsme cytotoxicky potencidl dvou antituberkuloticky u¢innych
derivatu chitosanu za vyuziti metody CellTiter 96 AQueosus One Solution Cell
Proliferation Assay. Pii ptedbéznych zkouskach byla u této skupiny latek
testovana fluorescenéni metoda MultiTox-Fluor Multiplex cytotoxicity Assay,
ktera se vSak pro interakce testovanych latek s Cinidlem ukazala jako
nevhodna. Za bunéfny model byly stejné jako u piedchozi skupiny
zkoumanych latek pouzity bunky HepG2. Z vysledkt predbéznych pokusi byla
pro tyto latky jako nejvhodnéjSi koncentrace zvolena koncentrace 10 000
bunck v 50 pl bunééného média.

Celkove lze ze zjisténych hodnot ICso u obou testovanych derivatt
chitosanu usuzovat na jejich relativné nizkou cytotoxicitu. U Chi-7 se dokonce
nepodafilo tento toxikologicky parametr urc€it, nebot’ ve zkoumaném rozsahu
koncentraci neprojevil signifikantni cytotoxické pusobeni. Chitosan a jeho
derivaty by tak mohly byt slibnym materidlem vhodnym pro pouziti pfi
kompenzaci toxicity a pro ochranu jater Vv prabéhu podavani
antituberkulotickych 1é¢iv.

Ve srovnani se samotnymi antituberkulotiky jsou nalezené cytotoxicity
konjugath s chitosanem niz$i. Zjisténd hodnota ICso u HepG2 bunék byla pro
pyrazinamid 0,44 mg/ml a pro izoniazid 1,04 mg/ml (Vaviikova et al., 2011).

Tyto udaje ukazuji, ze cytotoxicita téchto latek nenavazanych na chitosan, je
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zfeteln€ vyssi nez u jejich zkoumanych chitosanovych konjugatt. Ze ziskanych
udaju tedy vyplyva, ze zkoumané konjugaty antituberkulotik s chitosanem by
mohly skute¢né¢ mit niz$i hepatotoxicky potencidl nez vychozi
antituberkulotické latky. Piedpokladem pro dalsi vyuziti konjugath
antituberkulotik je zachovéani antimikrobialni uc¢innosti. Z publikovanych udaja
se zd4, ze tyto latky maji dostate¢nou antituberkulotickou aktivitu zachovanou
(Vaviikova et al., 2011) a mohly by tak byt zafazeny do dalSiho

farmakologického hodnoceni.

44



7

SHRNUTI ZAVERU PRACE

1. Pro stanoveni cytotoxicity byla vybrana a optimalizovana in vitro

metoda s vyuzitim standardni linie lidskych jaternich bun¢k HepG2.
Jako parametr pro posouzeni cytotoxicity testovanych latek byly
stanovovany hodnoty ICs.

S pomoci bunécného modelu byla stanovena cytotoxicita potencidlnich
antiinfekCnich latek ze skupiny nové syntetizovanych derivati
substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitriltt (ZIP-34, ZIP-128, ZIP-130
a ZIP-136). Hodnoty ICsy se podafilo urcit u vSech étyt latek z této
skupiny. Nejvyss$i toxicitu pro jaterni bunky vykazoval ZIP-128,
nejniz§i ZIP-136. Ziskané vysledky ukézaly, Ze hodnoty ICs
studovanych ZIP1 jsou relativné blizké.

Byla stanovena cytotoxicita potencialné antiinfek¢nich latek ze skupiny
nove syntetizovanych derivata chitosanu S navazanymi
antituberkuloticky u¢innymi latkami (Chi-2-SP a Chi-7). Cytotoxicky
ucinek derivatl chitosanu byl relativné nizky, hodnotu ICso U
testovaného derivatu chitosanu Chi-7 se pro nizkou toxicitu nepodaiilo

kvantifikovat. Studované derivaty lze tedy na zaklad¢ téchto tdaji

pokladat za relativné netoxické.
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8 ZKRATKY

CYP

GST

UGT

MTS

PES

NADPH

NADH

SDS

DMSO

OCMC

NSCS

PBS

Mr

cytochrom P450
glutation S-transferaza
UDP-glukuronyltransferaza

[3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium]

fenazin etosulfat

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat
redukovany nikotinamidadenindinukleotid
dodecyl siran sodny

dimetyl sulfoxid

O-karboxymetylovany chitosan
N-sukcinylovany chitosan

fosfatovy pufr

relativni molekulova hmotnost
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